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INTERFERENCE OF LIGNIN IN THE QUANTIFICATION OF FREE RADICALS IN THE PROCESS OF COMPOSTING. In 
this work was studied composts and their humic acids (HA) to evaluate the use of EPR in the monitoring of the humification. It was 
observed increase in the concentration of organic free radical (OFR) in all the composts, but in L1 the increase was more significant 
than L2 and L3. Research more detailed of L1 showed that the lignin is main source of OFR. Then determination of these radicals in 
material in nature that contains high amount of lignin isn’t a good indicator to monitor the humification process in the composting 
and yes the fraction HA of the composts.
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INTRODUÇÃO
O processo de compostagem pode ser considerado uma versão 
acelerada do processo natural de transformação da matéria orgâni-
ca no solo, sendo obtido por meio do fornecimento de condições 
favoráveis (como temperatura, umidade, pH e aeração) à atividade 
microbiana.1 A decomposição biológica depende ainda da razão de 
degradação dos compostos de carbono presentes na amostra (carboi-
dratos, aminoácidos, ácidos graxos, celulose, lignina etc), bem como 
seu conteúdo de nutrientes.2
Os materiais lignocelulósicos, como a madeira, são constituídos 
principalmente pela mistura de celulose (~ 40%), hemicelulose (de 20 
a 30%) e lignina (de 20 a 30%). Sendo a lignina um dos constituintes 
da planta de mais difícil degradação.3
A lignina é um polímero derivado de grupos fenilpropanoides e é 
formada a partir de três precursores básicos: os álcoois p-cumarílico, 
coniferílico e sinapílico (Figura 1). 
López et al.5 consideram que as mudanças sofridas pelos materiais 
contendo lignina e celulose durante as transformações que ocorrem no 
solo, ou no processo de compostagem, são as principais responsáveis 
pela formação das substâncias húmicas (SH). Isso porque para a molé-
cula de lignina ser incorporada à estrutura das SH ela deve passar por 
reações químicas de degradação e, quanto maior for essa degradação, 
maior será sua contribuição na formação da estrutura das SH.
A espectroscopia de ressonância paramagnética eletrônica (RPE) 
é uma técnica usada nas análises das SH para identificar radicais livres 
do tipo semiquinona (RLO) e metais de transição.6-8 A concentração 
dos RLO tem sido usada como um índice de humificação da matéria 
orgânica de solos, sendo que o aumento da concentração desses radi-
cais está diretamente associado ao grau de humificação.9-12 Seu valor 
pode mudar quando se varia o pH da amostra em solução, quando 
a SH é submetida ao processo de hidrólise ácida, quando se altera a 
temperatura, quando há processo redox, quando a SH é irradiada por 
luz UV e na presença de íons paramagnéticos.13-15
Nesse trabalho, buscou-se aplicar essa técnica na avaliação do 
grau de humificação da matéria orgânica de compostos, observando 
a potencialidade do seu uso para a quantificação de RLO em de-
terminadas misturas de resíduos orgânicos e identificar possíveis 
interferentes nessa quantificação, pois sabe-se que a lignina contém 
RLO em concentrações comparáveis com a observada em materiais 
húmicos.16 Portanto, sua presença pode influenciar na quantificação 
de RLO e, consequentemente, na determinação do processo de hu-
mificação da matéria orgânica dos compostos, produzidos a partir de 
resíduos com alto teor de lignina. Dessa forma, esse trabalho teve 
como objetivo avaliar a influência da lignina na quantificação de RLO 




O experimento foi montado em um pátio de superfície de concreto 
na Fazenda Santa Cândida, município de São Carlos – SP, no dia 
25/10/2004 e monitorado durante 7 meses.
Inicialmente os resíduos foram caracterizados quanto à umidade 
e ao teor de C e N. Em função desses dados foram feitos os cálculos 
das proporções dos resíduos a fim de que todos os tratamentos (exceto 
L1) tivessem uma relação C/N inicial de 35 a 40.
Figura 1. Precursores básicos na formação da molécula de lignina. Adap-
tada da ref. 4
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As proporções dos resíduos em cada leira, considerando a massa 
fresca, foram de, aproximadamente: Leira 1 (L1) = 900 kg de poda 
de árvores; Leira 2 (L2) = 1450 kg de poda de árvores + 2450 kg de 
esterco bovino fresco; Leira 3 (L3) = 1400 kg de poda de árvores + 
2900 kg de bagaço de laranja triturado.
A poda de árvores, o esterco bovino fresco e o bagaço de laranja 
apresentavam teor de umidade de 63, 80 e 80%, respectivamente. 
Logo, a proporção dos resíduos, considerando a massa seca, nas 
leiras L2 e L3 foi de, aproximadamente, 1:1. A poda de árvores foi 
utilizada como agente estruturante em todas as pilhas.
Um molde de madeira, com as dimensões: 2,10 × 1,40 × 1,22 m, 
de comprimento, largura e altura, respectivamente, foi utilizado com 
o objetivo de padronizar o volume das leiras. Os resíduos foram mis-
turados e colocados nesse molde até completar o volume; em seguida, 
o molde foi desmontado e a leira foi estruturada em formato cônico.
Foi feito monitoramento semanal do teor de umidade que era 
ajustado para a faixa de 50 a 60% durante todo o processo. As leiras 
eram cobertas com lonas plásticas nos períodos de chuva, para evitar 
excesso de umidade nos resíduos. Com o objetivo de fornecer O2 
aos micro-organismos no interior das leiras elas foram revolvidas 
manualmente uma vez por semana. A partir da 14ª semana as leiras 
não foram mais reviradas, pois a temperatura no interior das mesmas 
já se encontrava na fase de resfriamento e maturação.
Medidas de temperatura foram feitas diariamente, entre 6 e 7 h 
da manhã, utilizando-se um termopar do tipo K e um medidor mar-
ca Minipa, acoplado a uma haste de PVC com, aproximadamente, 
50 cm de comprimento. As medidas foram feitas introduzindo-se 
essa haste no interior das leiras em três pontos distintos e a partir 
desses dados determinou-se a temperatura média no interior de 
cada leira.
Várias subamostras foram coletadas em pontos aleatórios no 
interior das leiras, misturadas e homogeneizadas, obtendo-se uma 
amostra composta de, aproximadamente, 1,0 kg em cada coleta. 
Essas coletas foram feitas nos tempos: 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180 
e 210 dias de compostagem. As amostras foram secas em estufa 
a 60 ºC até obter massa constante e, em seguida, foram trituradas 
em moinho de rotor vertical com facas (Tipo Willye), marca Solab, 
passando por peneira de 0,5 mm.
Análises químicas e espectroscópicas
Relação C/N dos compostos
As análises de carbono total foram feitas em um aparelho TOC-
VCPH Shimadzu, acoplado a um módulo para amostras sólidas SSM-
5000A Shimadzu, com detector de combustão e a determinação de N 
total foi feita pelo método de Kjeldahl.17 A relação C/N é calculada 
como sendo a razão atômica do C e N.
Relação da capacidade de troca catiônica pelo teor de carbono 
(CTC/C) dos compostos
A determinação da CTC foi feita baseada na metodologia de 
Rodella e Alcarde18 que fizeram uma adaptação da metodologia da 
Association of Official Analytical Chemists empregada para análise 
de CTC de turfa.19
Extração dos ácidos húmicos (AH)
A extração dos AH dos compostos foi realizada seguindo a 
metodologia sugerida pela Sociedade Internacional de Substâncias 
Húmicas (IHSS) para extração de AH de solos.20.
Na literatura ainda não há um consenso quanto ao nome dado 
ao material extraído dos compostos, alguns autores chamam de 
ácidos húmicos, enquanto outros dão a denominação de humic-like 
substances.2 Porém, nesse trabalho, optou-se por chamar de ácidos 
húmicos (AH) todo o material extraído dos compostos, utilizando o 
método sugerido pela IHSS. Os AH foram submetidos à diálise em 
membranas Spectra/Por® 6000-8000 Da que foram preparadas para o 
uso segundo metodologia descrita por McPhie.21 Em seguida, os AH 
foram liofilizados e analisados por espectroscopia de ressonância 
paramagnética eletrônica (RPE) e fluorescência.
Teor de C dos AH
A determinação do teor de C dos AH foi feita a partir de 1 mg de 
amostra, por combustão a 1000 ºC. As medidas foram realizadas no 
equipamento Carlo-Erba -Instruments modelo EA 1110.
Obtenção da lignina pelo método Klason
Esse método consiste em uma hidrólise ácida do material, 
onde os polissacarídeos são removidos e a lignina é obtida como 
o resíduo.
Fez-se um tratamento prévio das amostras do composto da 
L1 para retirar os possíveis AH da amostra antes da obtenção da 
lignina, pois os RLO dos AH poderiam interferir na quantificação 
dos RLO da lignina. Aproximadamente 45 g do composto da L1 
nos tempos zero e com 210 dias de compostagem foram submeti-
dos a cinco extrações sequenciais dos AH com, aproximadamente, 
600 mL de solução de NaOH 0,1 mol L-1, para cada extração. O 
procedimento foi repetido cinco vezes justamente para garantir 
a máxima extração dos AH presentes nos compostos. Após as 
extrações o material insolúvel foi seco e, aproximadamente, 1,5 g 
utilizado para obtenção da lignina. Utilizou-se o método TAPPI22 e 
após ser seca em estufa a 100 ºC por 2 h, a lignina foi armazenada 
para posterior análise por RPE.
Ressonância paramagnética eletrônica (RPE) 
Os espectros foram obtidos a partir das amostras do material in na-
tura (composto apenas seco e moído), da lignina obtida do composto 
da L1 no tempo inicial (t0) e no tempo final (t210) de compostagem e 
dos AH extraídos dos compostos. As análises foram feitas seguindo 
o procedimento descrito por Martin-Neto et al..23
As medidas dos radicais livres do tipo semiquinona (RLO) fo-
ram feitas em um espectrômetro Bruker modelo EMX que opera em 
Banda X e os parâmetros empregados nas medidas foram: frequência 
de modulação = 100 KHz, H0 = 340 mT, DH = 10 mT, n = 9,5 GHz, 
potência de micro-ondas = 0,2 mW no material in natura e 0,127 mW 
nos AH (valores obtidos a partir da curva de saturação de potência), 
amplitude de modulação = 0,1 mT pico a pico, número de varreduras 
= 16, ganho = 1 × 104 e temperatura ambiente.
A concentração dos RLO foi determinada usando a aproximação 
I × (DH)2, onde DH é a largura de linha tomada pico a pico e I é a 
amplitude do sinal de RPE,24 tendo como padrão de concentração o 
strong pitch, um material que possui uma concentração conhecida de 
radicais livres orgânicos (3 × 1015 spins cm-1). Também foi utilizado 
um cristal de rubi como padrão secundário para detectar possíveis 
alterações no fator Q da cavidade ressonante. As concentrações dos 
RLO foram corrigidas em função do teor de carbono das amostras e 
expressos em spins (g C)-1 × 1017.
Análises de fluorescência
As análises de fluorescência foram realizadas em um espectrô-
metro de luminescência Perkin Elmer LS-50B. Foram utilizadas 
soluções de 20 mg L-1 de AH (em solução aquosa de NaHCO3 0,05 
mol L-1). A abertura das fendas de entrada e saída foi de 10 nm 
e a velocidade de varredura dos espectros foi de 200 nm min-1. 
A varredura foi no modo de emissão, com excitação em 465 nm. 
O cálculo do índice A465 foi realizado segundo a metodologia 
proposta por Milori et al..25
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RESULTADOS E DISCUSSÃO
Análises de RPE do composto e da lignina
Foram determinadas as concentrações dos RLO e a largura de 
linha do sinal do material in natura a fim de avaliar a possibilidade 
do uso dessa técnica para a determinação do grau de humificação da 
matéria orgânica de compostos.
Na Figura 2 são apresentados os espectros dos RLO do composto da 
L1 e as larguras de linha (DH) dos compostos da L1, L2 e L3 em função 
do tempo de compostagem. Foram observadas variações nas intensidades 
dos sinais (Figura 2a), em função do tempo, mas não se observam grandes 
variações na largura de linha (Figura 2b). Apenas o composto da L3, no 
tempo zero de compostagem, apresentou um baixo valor na largura de 
linha. Isso pode ser devido a dois fatores: baixa concentração de RLO 
nesse material (0,3 × 1017 spins (g C)-1) e também ao baixo valor de pH 
(4,0) nesse tempo de compostagem, em comparação aos demais tempos 
e às outras leiras (pH próximo de 7,0). Senesi e Schnitzer26 observaram 
redução na largura de linha de alguns ácidos fúlvicos quando medidos 
em pH 2,2 comparado com esses mesmos materiais em pH 7,0.
As concentrações dos RLO nos compostos, normalizadas pelo 
teor de carbono, em função do tempo são apresentadas na Figura 3. 
Observa-se incremento nas concentrações desses radicais livres em 
função do tempo de compostagem, sendo um dos aumentos mais 
pronunciado observado para o composto da L1, sugerindo que esse 
composto era o mais humificado. Porém, pelo monitoramento da razão 
atômica C/N, CTC/C dos compostos, análise de fluorescência dos 
AH (Tabela 1), concentração dos RLO dos AH (Figura 6) e acompa-
nhamento da temperatura no decorrer do processo observou-se que o 
composto da L1 não indicava características de material humificado.
Pela análise da Tabela 1 observa-se que a relação C/N na L1, 
mesmo com 210 dias de compostagem, foi de 37,9 (valor considerado 
na literatura muito alto para um material humificado), enquanto que 
na L2 e L3 foi de 15 e 17,2, respectivamente, valores considerados 
na faixa de material humificado.27 A CTC/C da L1 não atingiu o valor 
mínimo recomendado pela Instrução Normativa nº 23, de 31/8/2005, 
do Ministério de Agricultura, Pecuária e Abastecimento para fer-
tilizantes orgânicos, que corresponde a 2,0 mmol
c
 g-1 28 e o índice 
A465 obtido a partir dos espectros de fluorescência mostra valores 
com tendência à queda na L1, enquanto que na L2 e L3 há aumento 
desse índice. O aumento do índice está diretamente relacionado com 
o avanço da humificação da matéria orgânica, como mostrado por 
Milori et al.,25 sugerindo assim que apenas nas leiras L2 e L3 houve 
realmente humificação.
Pelo monitoramento da temperatura, a L1 permaneceu durante 
todo o período na fase mesofílica, enquanto que na L2 e L3 a tem-
peratura alcançou os 60 °C (valor característico da fase termofílica, 
indicando ação efetiva dos micro-organismos sob os resíduos).
Dessa forma, todos os parâmetros avaliados indicam que a L1 
não atingiu a humificação. Tem-se como hipótese que a maior con-
centração dos radicais livres no material in natura da L1 é devido 
aos RLO da lignina presente na poda de árvores e o aumento nessa 
concentração, durante o período estudado, ocorreu possivelmente 
em função das alterações da lignina e não pode ser relacionado ao 
processo de humificação, como demonstraram os outros parâmetros 
avaliados. Para Czechowski et al.,16 a concentração de RLO na lignina 
é alta e comparável à observada em materiais humificados. Nas leiras 
L2 e L3 havia menos lignina no início do processo, comparando com 
a L1, pois houve mistura de outros resíduos (na proporção de, apro-
ximadamente, 1:1 em massa seca, como foi descrito na montagem 
do experimento).
Pode-se observar, também, na Figura 3 baixa concentração de 
RLO no composto da L3 em relação às outras leiras, no tempo zero 
de compostagem. Esse comportamento pode ser consequência da 
baixa concentração de RLO no bagaço de laranja e ao baixo valor 
de pH (4,0) da mistura nesse tempo de compostagem pois, segundo 
Czechowski et al.,16 a concentração de RLO é altamente sensível ao 
valor do pH. Esses pesquisadores observaram que a quantificação 
dos radicais livres em meio alcalino (atmosfera de gás amônia) 
aumentou de 7 a 15 vezes a concentração dos mesmos, em relação à 
condição ambiente (atmosfera de ar). Outros trabalhos na literatura13,26 
também mostram que o pH tem significativa influência nas medidas 
de concentração de RLO.
Com o objetivo de avaliar a hipótese da influência da lignina 
na quantificação dos RLO no composto da L1, fez-se um estudo 
Figura 2. Sinais de radicais livres do tipo semiquinona (RLO) do composto da 
L1 em função do tempo de compostagem (a), largura de linha tomada pico a pico 
(DH) do sinal de RLO dos compostos da L1, L2 e L3, em função do tempo (b)
Figura 3. Concentrações de RLO em spins (g C)-1 (×1017) dos materiais in 
natura das leiras L1, L2 e L3 em função do tempo de compostagem, deter-
minadas por RPE
Interferência da lignina na quantificação de radicais livres 367Vol. 33, No. 2
mais detalhado desse material. Na Figura 4 são apresentadas as 
concentrações de RLO nos diferentes materiais. Observa-se que a 
fração lignina apresentou os maiores teores de RLO no tempo 0 e 
com 210 dias de compostagem. Dessa forma pode-se inferir que o 
fato da L1 apresentar a maior concentração de RLO, em relação a 
L2 e L3 (Figura 3), se deve à maior concentração de lignina nesse 
composto. Também pode-se observar que houve um incremento de, 
aproximadamente, 2,7 vezes na concentração de RLO na lignina no 
tempo 210 em relação ao tempo zero de compostagem (Figura 4). Isto 
sugere que apesar do processo de compostagem ter sido ineficiente 
na L1 pode ter ocorrido concentração desses radicais devido à perda 
de estruturas mais lábeis, como as cadeias alifáticas, da matéria 
orgânica29 ou alguma transformação na estrutura da lignina gerando 
assim uma maior concentração de RLO.
Alguns autores consideram que, inicialmente, a lignina é degra-
dada por enzimas extracelulares a unidades menores as quais são sus-
ceptíveis à absorção pelas células microbianas onde são parcialmente 
convertidas a fenóis e quinonas. Essas substâncias são liberadas junto 
com enzimas oxidativas ao meio ambiente, onde são polimerizadas 
por mecanismos de formação de radicais livres.30
Rimmer31 considera que a lignina é um composto polifenólico 
e é a sua despolimerização uma parte essencial para o processo de 
degradação e apresenta alto potencial para a formação dos RLO. Esse 
processo ocorre através da ação de fungos especializados na degradação 
de lignina e envolve hidrólise enzimática e reações de oxidação por 
ataque de radicais livres. As quinonas que são produzidas no processo 
de humificação são provavelmente oriundas dessa despolimerização de 
polifenóis, como a lignina, que é realizada pelos fungos.16,31
Diante dos resultados da concentração dos RLO para o material 
in natura observa-se que essa análise apresenta valores não confiáveis 
para o monitoramento do processo de compostagem de material com 
alta concentração de lignina (como resíduos de poda de árvores na 
L1) e materiais com grande variação de pH (L3). 
Análises de RPE dos AH
Também foram determinadas a largura de linha do sinal (DH) e 
as concentrações dos RLO nos AH das leiras L1, L2 e L3 a fim de 
avaliar o uso desses parâmetros na determinação do grau de humifi-
cação dos AH extraídos de compostos.
Na Figura 5 são apresentados os espectros dos RLO dos AH da 
L1 e as larguras de linha dos AH extraídos dos compostos das 3 leiras, 
em função do tempo de compostagem. Foram observadas variações 
nas intensidades dos sinais (Figura 5a), mas não se observam grandes 
variações na largura de linha (DH), em função do tempo (Figura 5b). 
Esse comportamento corrobora com os dados de Ouatmane et al.,32 
que não observaram alterações significativas nos valores das larguras 
de linha dos sinais de RPE para AH, extraídos de diferentes compos-
tos. Os autores consideram que esses resultados sugerem baixo grau 
de aromaticidade, poucas estruturas conjugadas e policondensadas e 
ocorrência de espécies de radicais livres similares nos AH estudados.
A Figura 6 apresenta as concentrações de RLO nos AH, norma-
lizadas pelo teor de carbono, em função do tempo de compostagem. 
Observa-se que em todas as leiras houve aumento dos RLO, sendo 
encontrado os menores valores para a L1. Esse fato pode ser devido 
à menor formação de AH nesse composto (L1), por representar um 
material menos susceptível ao ataque microbiano; enquanto que nas 
demais leiras a mistura de resíduos, ricos em polissacarídeos e N, 
favoreceu o processo de humificação, com maior formação de AH.
Para Rimmer31 o processo de humificação, pelo qual a matéria 
orgânica do solo torna-se estabilizada, envolve a decomposição quí-
mica de resíduos de plantas e animais em produtos como açúcares, 
compostos amínicos e quinonas, os quais podem ser recombinados 
por reações de polimerização ou pode haver uma auto-organização 
dessas moléculas para formar as SH. Esse mesmo mecanismo pode 
ser considerado no processo de humificação dos compostos.
Jerzykiewicz et al.,33 estudando a compostagem de resíduo sólido 
municipal, não observaram alterações significativas na concentração 
de RLO no material in natura. Porém, observaram aumento da 
concentração desses radicais livres nas frações AH e AF de alguns 
compostos. Eles observaram que para os AH a concentração máxima 
de RLO foi em, aproximadamente, 40 dias de compostagem seguida 
Figura 4. Concentrações de RLO em spins (g C)-1 (×1017) do composto in 
natura, do composto sem AH (material lavado várias vezes com solução de 
NaOH 0,1 mol L-1), da lignina e dos AH da L1 no tempo zero e após os 210 
dias de compostagem, determinadas por RPE
Tabela 1. Valores da relação C/N e CTC/C dos compostos e do índice A465 obtidos dos espectros de fluorescência dos AH extraídos dos compostos da L1, L2 






L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3
0 112,11 36,1 50,8 0,72 0,91 1,25 1737 1842 616
30 92,5 22,7 30,2 0,80 1,74 1,31 1776 2555 1656
60 64,5 14,9 18,3 nd nd nd 1665 3447 3047
90 58,6 15,2 17,8 1,03 2,92 2,58 1638 3664 3253
120 57,8 14,2 19,1 nd nd nd 1576 3487 3442
150 45,5 14,9 17,7 1,48 2,78 2,60 1547 4020 3387
180 45,3 16,3 17,4 nd nd nd 1697 3234 3270
210 37,9 15,0 17,2 1,70 2,78 2,70 1555 3243 3000
nd –  não determinado
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Figura 5. Sinais de RLO dos AH extraídos da L1 em função do tempo de 
compostagem (a), largura de linha tomada pico a pico (DH) do sinal de 
RLO dos AH extraídos dos compostos da L1, L2 e L3 em função do tempo 
de compostagem (b)
Figura 6. Concentrações dos RLO em spins (g C)-1 (×1017) dos AH extraídos 
das leiras L1, L2 e L3 em função do tempo de compostagem, determinadas 
por RPE
de queda nos valores desses radicais. Nesse trabalho foram observadas 
concentrações máximas de RLO em 180 dias, seguida de queda das 
concentrações desses radicais (Figura 6). 
Apesar das concentrações de RLO dos AH extraídos da L1 terem 
apresentado incremento em função do tempo de compostagem, elas 
mostraram os menores valores, a partir de 30 dias, em comparação 
com as leiras L2 e L3 (Figura 6), sendo esse resultado mais coerente 
com os apresentados na Tabela 1, onde foi observado que a L1 não 
apresentou características de material humificado.
Nesse trabalho confirmou-se que para haver a formação dos AH 
os resíduos devem apresentar boas condições para a efetiva ação dos 
micro-organismos, sendo um dos pré-requisitos a relação C/N inicial 
próxima de 35. Pôde-se observar que na L1 houve alguma transfor-
mação da lignina (pelos resultados de RPE do composto, mostrado 
na Figura 4), porém, pelos demais resultados obtidos (Tabela 1) não 
se pode inferir sobre a humificação desse composto.
CONCLUSÕES
Houve aumento na concentração dos radicais livres orgânicos 
do tipo semiquinona (RLO) durante o processo de compostagem, 
em todas as leiras analisadas, porém no material in natura da L1 
observou-se um aumento mais significativo que nas demais leiras, 
sugerindo que esse composto seria o mais humificado. Esse fato foi 
contraditório em relação ao processo de humificação dessa leira, 
tendo em vista que a relação C/N, CTC/C, dados de fluorescência e 
temperatura não mostraram evolução do processo na L1. Um estudo 
mais detalhado desse composto permitiu constatar que a lignina é a 
principal fonte dos RLO. Assim, a determinação desses radicais em 
material in natura, que contenha alto teor de lignina, como poda de 
árvores, ou grande variação de pH, como no caso da leira com bagaço 
de laranja (L3), não é um bom indicador para monitorar o processo 
de humificação na compostagem. Para a análise por RPE deve-se 
fazer a extração da fração AH dos compostos a serem analisados.
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